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ABSTRACT

Three-dimensional (3D) culture system is useful technique for study of in vivo environment and it was used various 
experiments. This study was investigated to establish of embryo co-culture system and changes of PAs activity in 3D 
cultured endometrial cells of pigs. In results, growth of stromal cells into gel matrix were detected only with endometrial 
and myometrial cells. The most rapid growth of stromal cells were confirmed in 2.5×105 cells/ml and gel matrix 
containing 15% FBS. Expression of urokinase-PA (uPA) after treatment of hCG (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 IU/ml) were 
higher than without hCG, but, there are not significant difference among the treatment. On the other hand, expression 
of uPA after treatment of IL-1β (0.1, 1, 10 and 100 ng/ml) were higher than without IL-1β, but, there are not significant 
difference. Expression of uPA after treatment of estrogen (0.2, 2, 20 and 200 ng/ml) were not difference, but PA 
activity was significantly decreased (p<0.05). Blastocyst was producing in PZM-3 medium containing FBS and 
endometrial cells were grown in PZM-3 medium. When embryos development with cultured endometrial cells, cleavage 
rates were not significant difference and blastocyst were not produced in co-culture with stromal cells and 3D culture 
system. 3D culture system had similar activity to in vivo tissue and these features are very useful for study of in vivo 
physiology. Nevertheless 3D culture system was not proper in embryo co-culture system. Therefore, we suggest that 
3D culture system with embryo co-culture need continuous research.
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서  론

포유동물에 있어 임신과 분만은 종족 번식을 위한 매우 중

요한 과정이다. 임신은 난소에서 배란된 자성 생식 세포인 난
자와 웅성 생식 세포인 정자의 결합으로 생성된 수정란이 자

궁에 착상되고 발육되는 과정으로, 수정란의 착상 시 모체는
임신을 인지하게 된다(Gadella와 Evans, 2011). 수정란이 자궁
에 정상적으로 착상하기 위해 자궁에서 다양한 생리학적 및

형태학적 변화가 일어나게 되는데, 황체에 의한 혈관 내의 프
로게스테론의 증가(McNeill 등, 2006), 혈관 신생 작용(Demir 
등, 2010)으로 인한 혈류량의 증가(Nardo, 2005), 자궁 내막

두께의 증가(Baker 등, 1998) 및 자궁 내막 분비샘의 증가

(Hempstock 등, 2004) 등이 대표적인 현상이다.
이러한 자궁 변화에 영향을 미치는 인자로써 interleukin-1 

beta(IL-1β)는 돼지에서 모체의 임신 인지에 관련된 cytokine
으로 자궁 내막 세포에 존재하는 특이적 수용체인 interleukin-1 
receptor(IL-1R)와 결합하며, lutealizing hormone(LH)는 황체
를 형성시킬 뿐만 아니라 LH receptor(LHR)와 결합을 한다. 
그 후 PG-endoperoxide synthase 2(PTGS2)의 발현을 증가시켜 
prostaglandins(PGs) 합성에 관여한다는 보고가 있으며(Herrler 
등, 2003; Burton 등, 2007), 이러한 PGs 합성을 통해 자궁의
구조를 변화시켜 성공적인 착상과 임신의 확립을 준비하는데, 
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이러한 과정을 자궁 내막의 황체기화(lutealization)라 한다(Fa- 
dhillah 등, 2014; Sugino, 2014).

Plasminogen activators(PAs)는 비활성 plasminogen을 활성
plasmin으로 전환시키는 serine계 단백질 분해 효소로서, uro- 
kinase-type PA(uPA)와 tissue-type PA(tPA)로 나누어진다( 
Makarova 등, 2011; Asuthkar 등, 2013). 일반적으로 포유동물
에 있어서 PAs는 섬유소 용해 작용(Leibundgut 등, 2012; Luc- 
king 등, 2013; Takabayashi 등, 2013)과 혈관 신생 작용(Teng 
등, 2012; Yip 등, 2013) 같은 생리학적인 역할을 수행한다. 
특히, uPA는 세포외 기질(Extracellular matrix) 분해 작용 및
세포의 이동에 관여하며(Carriero 등, 2011), 이러한 특징에 따
라 포유동물의 자궁에서는 자궁 세포의 이동과 조직 재구성

에 영향을 미쳐, 발정 주기에 따른 자궁의 생리학적 및 형태학
적 변화를 유도한다(Bazer, 2013). 이러한 PA와 포유동물 자
궁과의 관계에 대한 연구는 사람(Koh 등, 1992; EstelleÂ 등, 
2003), 쥐(Sappino 등, 1989) 및 소(Tanikawa 등, 2009) 등에서
다양한 연구가 이루어지고 있지만, 돼지에서는 그 연구가 미
미한 실정이다.
생체 내의 변화를 알아보기 위해 2차원 세포 배양 시스템

을 구현하여 세포 기작을 연구하는 방법을 많이 사용하는데, 
이러한 방법은 세포의 활발한 증식으로 인한 세포의 확보가

용이하다는 점이 있지만, in vivo 상태에서의 세포의 기능과
구조적인 형태를 잃어버린다는 단점이 있다. 또한 세포는 조
직 안에서 세포외 기질 구조와 함께 여러 종류의 세포가 여러

층을 이루며 상호작용을 하는 반면, 2차원 세포 배양 체계는
extracellular matrix(ECM) 구조가 없는 단일 층으로 세포가

성장하기 때문에, in vivo에서 일어나는 세포의 정확한 기작을
연구하기 힘들다는 보고가 있다(White 등, 2014). 생체 내를
직접적으로 연구하는 in vivo assay는 정확한 결과를 확인할
수 있지만, 살아있는 생체 또는 조직을 이용한 연구는 시간과
공간에 제한적이며, 낮은 재현성과 조작이 어렵다는 단점이
있다. 따라서 이러한 문제점을 해결하기 위해 인위적인 세포
외 기질을 이용하여 세포를 성장시키는 3차원 배양 시스템을
사용하고 있다(Ip와 Darcy, 1996). 
체외수정은 체내에서 생산하기 힘든 수정란을 체외에서 생

산하는 기술로써, 산자 생산과 불임의 치료 목적 외에도 체내
에서 이루어지는 수정란과 자궁 또한 그 둘 사이에 작용하는

세포 신호를 연구하는데 유용한 기술이다. 이러한 체외수정은
수정란 이식과 동물생명공학산업의 발전과 함께 우수한 형질

을 가진 개체 및 형질 전환 동물을 생산하는데도 이용되고 있

으며, 가축 육종 시간 단축 및 동물을 이용한 생의약품 생산
에도 이용된다(Hansen, 2014). 이러한 기술은 현재 사람(Cobo 
등, 2012), 쥐(Tsunoda 등, 2012), 토끼, 양(Fidanza 등, 2014), 
돼지(Tanihara 등, 2013) 및 소(Sugimura 등, 2012) 등 다방면

으로 연구가 이루어지고 있다. 하지만 체외수정은 체내의 환
경을 모방하여 구현한 것으로, 체내 환경에 비하여 물리적, 화
학적 충격을 받게 되어 수정란 생산 효율이 낮아지며, 이러한
요소들 때문에 정확한 세포 신호를 연구하는데 문제점이 발

생한다. 이러한 원인으로는 인큐베이터의 불안정한 대기 조
성, 온도, pH, medium 조성의 변화 및 체외에서의 수정란 조
작 등 체내 환경과 다른 다양한 화학적 및물리적인피해로 볼

수 있다(Van Loendersloot 등, 2010). 특히, 돼지 체외수정 기
법은 다른 포유동물의 경우보다 연구가 다소 늦게 시작되었

기 때문에, 일반적인 체외수정 기법을 이용한 양질의 수정란
생산에 많은 한계점이 있어, 체외수정의 효율을 높이기 위한
배양액의 조성 변화(Yoshioka, 2011), 당류의 첨가(Oliveira 
등, 2014), 항산화제 첨가, 비타민의 첨가(Tareq 등, 2012) 및
체세포와의 공동 배양(Bui 등, 2012)을 실시하여 체외수정의
효율을 증진시키는 연구가 활발히 진행되고 있다. 일반적으로
체외수정 효율 증진을 위한 공동 배양 시스템으로는 난관 또

는 자궁의 상피 세포와 간질 세포를 단일로 이용한 2차원 배
양 조건하에서 수정란과 함께 공동 배양하는 방식을 많이 이

용하고 있다(Bui 등, 2012). 하지만 2차원 배양된 자궁 세포의
기능은 실제 자궁 환경과 달리 형태학적 및 생리학적으로 차

이가 있을 것이라 예상된다. 그렇기 때문에 실제 자궁 조직과
유사한 구조를 만들어 배양한 3차원 배양 시스템은 2차원 배
양된 세포와의 공동 배양에 비하여 수정란이 잘 발달할 수 있

는 환경을 제공해 줄 수 있을 것이라 예상되며, 여러 연구를
통하여 세포의 3차원 배양은 2차원 배양에 비하여 실제 조직
과 형태 및 생리학적 기능과 분비되는 인자들의 발현이 유사

하다는 보고(Schneider 등, 2010; Sart 등, 2013; Tseng 등, 
2014; White 등, 2014)가 있기 때문에 이러한 기술을 돼지 수
정란 발달에 적합한 3차원 배양 시스템으로 구현시키는 연구
가 필요하다.
따라서 3차원 배양 시스템의 효율을 증진시키기 위한 연구

를 진행하여 3차원 자궁 세포 공동 배양 시스템을 확립 후, 
hCG와 IL-1β에 따른 자궁 내막 세포의 lutealization을 확인하
였으며, 또한 돼지의 임신 인지 인자를 lutealization된 3차원
자궁 세포 공동 배양 시스템에 처리하여 착상 과정 동안의 자

궁 내막과 PAs 사이에 작용하는 관계를 규명하였다. 최종적
으로 3차원 자궁 세포 공동 배양 시스템과 수정란의 공동 배
양을 위한 배양액의 최적의 조건을 확립하여, 돼지 자궁의 3
차원 공동 배양 시스템에서의 체외수정 효율을 증진시키는데

있다.

재료 및 방법

1. 실험 설계
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1) 자궁 내막 세포의 효율적인 3차원 배양 체계 확립

자궁 내막 세포를 2차원 배양 후 3차원 배양에 이용하는 방
법은 시간이 오래 걸린다는 단점을 가지고 있다. 이러한 단점
을 개선하기 위하여 자궁 내막 조직과 근육 조직을 3차원 배양 
체계에 이용하였다. 조직을 이용한 3차원 배양 시스템을 확립
하기 위한 방법으로는 자궁 내막 및 근육 조직을 1 × 1 cm로
자른 후 바로 이용, 세절한 후 tris-NH4를 이용하여 혈액 성분

을 제거한 후 이용하고, 조직에 collagenase Ⅳ(Worthington, 
USA)를 처리하여 회수한 세포를 이용하여 3차원 배양하였다. 
또한 3차원 배양 시스템 환경에서 최적의 세포 농도를 확립하
기 위해 자궁 내막 간질 세포를 2.5 × 105, 5 × 105, 7.5 × 105 

및 10 × 105 cells/ml의 농도로 나누어 배양하였고, gel 조성을
확인하기 위하여 다른 FBS 농도(10%, 15%) 및 200 mM CaCl2

를 첨가하여 3차원 배양하였다.

2) 3차원 배양된 자궁 내막 세포의 인위적인 발정 주기 조절

3차원 배양에 사용된 자궁 내막 세포는 난포기의 자궁으로
부터 채취하였으며, 이러한 자궁 내막 세포를 인위적으로 황
체기 상태를 유도하기 위하여 확립된 3차원 배양 시스템에
hCG(0, 0.5, 1.0, 1.5 및 2 IU/ml)와 IL-1β(0, 0.1, 1, 10 및 100 
ng/ml)를 처리한 후, 24시간 동안 38℃, 5% CO2 조건에서 배

양하였다. 또한 착상 시 환경을 만들기 위하여 인위적으로 황
체기로 유도된 자궁 내막 세포에 E2(0, 0.2, 2, 20 및 200 ng/ml) 
처리한 후 24시간 동안 배양한 뒤, 배양액과 세포를 회수하여
실험 전까지 —80℃에서 보관하였다.

3) 3차원 배양된 자궁 내막 세포와 돼지 수정란의 공동 배양 

체계 확립

3차원 배양 시스템과 돼지 수정란의 공동 배양 체계를 확립
하기 위하여 먼저, 돼지 수정란과 자궁 내막 세포가 같이 자랄
수 있는 배양액 조건을 확인하였다. 수정란의 발달을 확인하
기 위하여 체외수정 48시간 후 다른 조건의 배양액의 조건은
Table 1과 2에 나타내었으며, 수정 168시간 후 분할률과 배반
포 형성률을 확인하였다. 그 뒤 최적의 배양액 조건을 확립한
뒤, 수정 후 48시간 배양된 돼지 수정란을 2차원 및 3차원 배
양된 자궁 내막 세포와 공동 배양하여 수정 168시간 후 분할
률과 배반포 형성율을 확인하였다.

2. 자궁 내막 세포의 배양

도축장으로부터 난포에 황체가 전혀 형성되지 않은 난포기

의 돼지 자궁을 1∼1.5시간 이내에 실험실로 운반하였으며, 
Hank's Balanced Salt Solution(HBSS)을 이용하여 자궁 외부를
세척한 후 난소와 자궁간막을 제거하고, 자궁각 부분만을 때어
내었다. 그 후 자궁강 내에 HBSS를 관류시켜 세척하고, 자궁

Table 1. Medium condition for in vitro culture of porcine embryo

Medium Treatment ratio

1PZM-3 : 2D/F-12
PZM-3 10 7 5 0

D/F-12 0 3 5 10

1 PZM-3: Porcine zygote medium-3.
2 D/F-12: Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mix- 

ture F-12 ham.

Table 2. Medium conditions by different FBS concentrations for 
in vitro culture of porcine embryo

Medium Concentrations of FBS (%)
1TCM-199 0 2.5 5 10

TCM-199+hypotaurine 0 2.5 5 10
2PZM-3 0 2.5 5 10

1 TCM-199: Tissue culture medium-199.
2 PZM-3: Porcine zygote medium-3.

각을 세로축으로 절개한 뒤 메스를 이용하여 자궁 내막에서 상

피층을 긁어내었다. 그 다음 Dulbecco's Modified Eagle's Medi- 
um(DMEM, Invitrogen, USA)에 회수한 후 collagenase Ⅳ를
66 U/ml의 농도로 처리하여 진탕 배양기에서 배양하였다(1 h, 
38℃, 120 rpm). 배양 후 cell strainer(SPL, Korea)를 이용하여
걸러낸 후 원심분리(5 min, 1,200 rpm)하여 상층액을 제거한
뒤 Tris-NH4를 이용하여 혈액 성분을 제거하였고, HBSS로 세
척하고 10% FBS(Invitrogen, USA), 0.2% amphotericin B와 0.5 
% Antibiotic-Antimycotic(ABAM, Invitrogen, USA)을 포함한
DMEM과 Ham’s F-12가 1:1로 섞인 D/F12 (Invitrogen, USA) 
배양을 이용해 38℃, 5% CO2 조건에서 배양하였으며, 48시간
마다 배양액을 교체하였다.

3. 자궁 내막 세포의 3차원 배양

인위적으로 세포외 기질을 만들기 위하여 Collagen gel(Cell 
matrix type Ⅰ, Nitta gelatin, Japan), FBS를 포함한 5배로 농축
된 D/F-12(5xD/F-12) 및 buffer(0.05 N NaOH, 2.2% NaHCO3, 
200 mM HEPES)를 7:2:1의 비율로 혼합하여 gel solution을 만
들었으며, 소량의 gel solution을 dish 바닥에 분주 후 37℃에
서 30분 동안 굳혀주어 인위적으로 기저층을 만들어주었다. 2
차원 배양된 자궁 내막 간질 세포는 0.25% trypsin-EDTA를
처리한 뒤 38℃에서 4분간 배양하여, 세포를 회수하여 원심분
리 후 DMEM으로 세척하였다. 그 후 trypan blue를 이용하여
세포 수를 측정한 뒤 gel solution과 혼합하고, 미리 준비한 기
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Table 3. Primer conditions of PCR

Gene Primer sequence Product size (bp) Tem. (℃) Cycles

uPA
F:CCTACAAGTACTTCTC
R:GCAAACCAAGGCTGGTTTCTC

460 55 45

GAPDH
F:TCGGAGTGAACGGATTTG
R:CCTGGAAGAGATGGTGATGG

200 59 30

저층 위에 분주하여 만든 3차원 gel matrix를 38℃, 5% CO2 
조건에서 10일간 배양하였다. 간질 세포와 마찬가지로 0.25% 
trypsin-EDTA를 처리하여 상피 세포를 회수한 뒤 3 × 105 cells/ 
ml의 농도로 3차원 gel matrix 위에 분주하였다. 상피 세포를
분주 후 24시간 뒤 상피 세포의 성장을 확인한 후 실험에 사
용하였다.

4. 난자의 체외성숙, 수정 및 발육

도축장으로부터 채취한 난소에서 2∼6 mm 직경의 난포로
부터 18-gauge 주사기를 이용하여 미성숙 난자를 채취하였다. 
채취한 미성숙 난자는 난구 세포가 3겹 이상 조밀하게 붙어있
고, 난자의 세포질이 균질한 것만을 선발하여 실험에 사용하
였다. 미성숙 난자는 10% porcine follicle fluid(pFF), 1% hCG, 
0.1% FSH, LH 및 epidermal growth factor(EGF)를 포함한

Tissue Culture Medium-199(TCM-199, Invitrogen, USA) 배양
액을 이용하여 38.5℃, 5% CO2 조건에서 22시간 동안 성숙
배양 후, 10% pFF와 0.1% EGF를 포함한 TCM-199 배양액을
이용해 같은 조건으로 22시간 동안 배양하였다.
성숙 배양 후 난구 세포가 확장된 난자는 0.1% hyaluroni- 

dase를 처리한 후 체외수정 배양액인 2 mg/ml BSA가 포함된
mTBM 배양액 50 µl 소적으로 옮겼다. 수정에 사용된 정액은
1,500 rpm에서 5분간 원심분리 후 상층액을 제거하였으며, 
Modena B를 이용하여 2회 세척하였고, 4 mg/ml caffeine이 첨
가된 mTBM 배양액에 6 × 105 sperms/ml의 농도로 희석하여
난자가 있는 소적에 50 µl씩 분주하여 38.5℃, 5% CO2 조건에
서 6시간 동안 배양하였다.
체외수정 6시간 후 수정된 난자의 난구 세포와 정자를 제

거한 후 3 mg/ml BSA가 첨가된 Porcine Zygote Medium-3 
(PZM-3) 배양액 100 µl 소적으로 옮겨 48시간 배양하였고, 그
후 본 실험에서 사용된 체외배양 배양액으로 옮겨 4-well dish
에서 168시간 동안 배양 후 분할률과 배반포 형성률을 확인
하였다.

5. RT-PCR
배양된자궁내막세포로부터 RNA를 추출하기위해 RNAiso 

plus(TAKARA, Japan)을 400 µl를 처리하여 50분 동안 교반한 

뒤 chloroform을 100 µl 처리하고 5분 동안 교반하였다. 그 후
4℃, 12,000 rpm 조건 하에 5분 동안 원심분리 후 RNA 층만을 
분리하여 isopropyl alcohol을 200 µl 첨가하고, 다시 5분 동안
교반한 뒤 4℃, 12,000 rpm 조건 하에 10분 동안 원심분리 후
상층액을 제거하고 무균 실험대에서 건조하였다. 추출한 RNA
는 DEPC-DW와 혼합한 뒤 Nano drop 200(Thermo, USA)을
이용하여 정량하였고, Maxime RT Premix(Intronbio, Korea)을
이용하여 cDNA로 합성하였다. 합성된 cDNA는 uPA 및 tPA
와 GAPDH에 대한 primer(Table 3)를 이용하여 증폭시켰으며, 
증폭된 산물은 Ethidium bromide(EtBr, Bioneer, Korea)을 포함
한 2% Agarose gel을 사용하여 전기영동으로 확인하였다.

6. PA 활성도 측정

PA 활성을 측정하기 위하여 보관해 둔 샘플과 standard 
buffer를 96-well microplate에서 plasminogen working solution 
(Sigma, USA)과 함께 38℃에서 1시간 동안 배양하였다. 그 후 
substrate buffer[0.18 mM Z-L-LYS-SBzl hydrochloride, 0.22 
mM 5,5’-ditho-bis(2-nitrobenxoic acid), 0.01% Triton-X100, 
Sigma, USA]를 첨가하여 38℃에서 1시간 동안 배양한 뒤

microplate reader를 이용하여 405 nm 파장에서 흡광도를 측
정하였다.

7. 통계 처리

실험에서 얻어진 결과는 SAS 9.2를 이용하여 최소 유의차
검정(Least Significant Different test; LSD test)과 General Linear 
model(GLM)을 적용하여 Duncan의 multiple range test에 의하
여 유의차(P<0.05)를 검정하였다.

결  과

1. 자궁 내막 세포의 효율적인 3차원 배양 체계 확립

효율적인 자궁 내막 세포의 3차원 배양 체계를 확립하기 위
하여 자궁 내막 조직과 세포(Fig. 1) 및 근층 조직과 세포(Fig. 
2)를 3차원 배양 체계에 이용하였다. 배양 후 7일 및 14일 때
확인한 결과, 내막조직(Fig. 1 A, B, D, E) 및 근층 조직(Fig. 
2 A, B, D, E) 배양하였을 때, gel solution 쪽으로 세포가 자라



돼지 자궁 세포의 3차원 배양이 Plasminogen 활성과 수정란 발육에 미치는 영향 211

Fig. 1. The morphology of porcine endometrial tissue mass (A, D), endometrial tissue smear (B, E), endometrial tissue with collagenase 
Ⅳ (C, F) into three dimensional collagen gel (green arrow: tissue mass; blue arrow: matrix gel; yellow arrow: stromal cell; scale 
bar: 200 µm).

Fig. 2. The morphology of myometrial tissue mass (A, D), myometrial tissue smear (B, E) and myometrial tissue with collagenase Ⅳ 
(C, F) into three dimensional collagen gel (green arrow: tissue mass; blue arrow: matrix gel; yellow arrow: stromal cell; scale 
bar: 200 µm).

Fig. 3. The morphology of porcine uterine stromal cell in three-dimensional culture according to different cell concentration (yellow circle: 
stromal cells; scale bar: 200 µm).

지 않았으나, 내막 조직 및 근층에서 채취한 세포(Fig. 1 C, F
와 Fig. 2 C, F)를 이용하였을 때, gel solution 내에서 간질 세
포가 성장하는 것을 확인하였으며, 이차원 배양된 세포와 다
르게 gel solution 내에서 방사형으로 성장하는 것을 확인하였

다(Fig. 3). 본 결과를 통하여 조직보다 세포가 3차원 배양 체
계를 확립하는데 더 적합하다는 것을 확인하였다. 다음으로 3
차원 배양에 적합한 조건을 확립하기 위하여 각기 다른 농도

의 간질 세포(Fig. 4)와 다른 gel solution 조건(Fig. 5)을 이용
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Fig. 4. Comparison of porcine uterine stromal cells growth in three-dimensional culture according to different gel condition (yellow circle: 
stromal cells. scale bar: 200 µm).

  

  

Fig. 5. Morphology of two dimensional cultured porcine uterus epithelial (A), stromal (B) cells and stromal cells in the three dimensional 
culture system (C: 0 days; D: 1 days; E: 5 days; F: 7 days) (yellow arrow: stromal cells; scale bar: 200 µm).

하였다. 그 결과, 2.5 × 105 cells/ml의 세포 농도에서 가장 많
이 성장하는 것을 확인하였고, 15% FBS를 포함한 gel solution
에서 간질 세포가 더 크게 성장하며 오랜 기간 배양할 수 있

는 것을 확인하였다. 하지만 gel solution 내의 CaCl2 첨가는 세

포 성장에 영향을 미치지 않았다. 본 결과를 통하여 최적의 3
차원 배양 체계를 확립하였다.

2. 3차원 배양된 자궁 내막 세포의 인위적인 발정 주기 조절

3차원 배양된 자궁 내막 세포의 환경을 조절하기 위하여
hCG와 IL-1β를 처리하여 uPA mRNA의 발현 변화를 확인하
였다. 서로 다른 농도의 hCG를 처리한 결과, 유의적인 차이는
보이지 않았지만, 농도의존적으로 uPA mRNA의 발현이 증가
하는 것을 확인하였다(Fig. 6 A). 또한 IL-1β를 처리하였을 때

는 uPA mRNA의 발현량이 유의적 차이는 보이지 않았으나
대조군에 비하여 발현량은 증가하였고, IL-1β의 농도가 증가

할수록 uPA mRNA가 감소하였다(Fig. 6 B). 따라서 3차원 배

양된 자궁 세포의 인위적 발정 조절을 위해서 hCG가 적합하
다는 것을 확인하였다. 또한 인위적으로 착상 시기의 환경을

  

Fig. 6. Effects of concentration of hCG (A) and IL-1β (B) on 
expression of urokinase-type PA (uPA) and β-actin in 
porcine three-dimensional cultured uterine cells.



돼지 자궁 세포의 3차원 배양이 Plasminogen 활성과 수정란 발육에 미치는 영향 213

만들기 위해 E2를 처리하여 uPA mRNA(Fig. 7)와 PA activity 
(Fig. 8)를 확인한 결과, uPA mRNA의 발현량은 변화가 없었
으나, PA activity는 E2 처리구(2, 20, 200 ng/ml)에서 유의적
으로 감소하는 것을 확인하였다(P<0.05).

3. 3차원 배양된 자궁 내막 세포와 돼지 수정란의 공동 배양 

체계 확립

3차원 배양된 자궁 세포와 수정란의 공동 배양 체계를 확
립하기 위하여 수정란의 발달이 가능한 배양액을 확인하였다. 
수정란 배양액인 PZM-3와 세포 배양액인 D/F-12를 혼합하여
사용하였을 때 모든 처리구에서 분할율의 유의적인 차이는

보이지 않았지만, PZM-3만 이용한 대조군에서만 배반포 형성
을 확인할 수 있었다. TCM-199와 항산화제인 hypotaurine을
포함한 TCM-199 배양액에 FBS를 첨가하여 사용한 결과, 이
전 실험보다 분할률은 향상되었지만, 모든 처리구에서 배반포
가 형성되지 않는 것을 확인하였다(Fig. 9). PZM-3 배양액에

Fig. 7. Effects of 17β-estradiol (E2) on expression of urokinase-type 
PA (uPA) mRNA in three-dimensional culture.

Fig. 8. Effects of exposure to different concentration of 17β-estradiol 
(E2) on plasminogen activators (PAs) activity in porcine uterine 
three-dimensional culture (p<0.05).

Fig. 9. Comparison of cleavage rate according to different medium 
condition on porcine embryo development after 168 h of 
in vitro fertilization.

다른 농도의 FBS를 첨가하여 사용한 결과(Table 4), 분할률은
유의적 차이를 보이지 않았지만 FBS를 첨가하지 않은 대조구
에서 배반포 형성률이 유의적으로 높게 나타났으며(P< 0.05), 
10% FBS를 첨가한 처리구에서 유의적으로 낮게 나타났다

(P<0.05). 수정란의 발달을 확인한 뒤 PZM-3를 이용한 배양액
에서 세포의 성장을 확인한 결과(Fig. 10), 배양 1일 후 모든
처리구에서 세포가 자라는 것을 확인하였지만, 3일 후 FBS를
첨가하지 않은 배양액에서는 세포가 자라지 못하는 것을 확인

하였다. 본 결과를 통하여 수정란과 자궁 세포의 공동 배양을
위한 배양액으로 2.5% FBS를 포함한 PZM-3 배양액을 선발
하였다. 선발된 배양액을 이용하여 수정란 단독 배양, 2차원
배양된 자궁상피, 자궁간질 세포와 공동 배양, 3차원 배양된
자궁 세포와 공동 배양한 결과(Table 5), 분할율은 처리구간 유
의적 차이는 보이지 않았지만, 수정란을 단독 배양한 처리구에
서 배판포 형성률이 유의적으로 높게 나타났으며(P<0.05), 간
질 세포와 3차원 배양된 자궁 세포와 공동 배양 처리구에서는
배반포가 형성되지 않는 것을 확인하였다.

고  찰

현재 3차원 배양 시스템을 확립하는 방법은 조직에서 세포
를 분리하여 2차원 배양 뒤 다시 3차원 배양에 이용을 하는
방법으로 세포를 분리하고, collagen 등을 이용하여 만든 인위
적인 세포외 기질에 넣어주어 배양해야 하기 때문에 시간과

비용이 많이 소모되며, 실제로 조직 자체를 배양하는 연구도
다양한 방면에서 이루어지고 있는 실정이다(Badylak 등, 2011). 
따라서 자궁 내막 조직을 자체적으로 사용하여 3차원 배양 시
스템의 효율을 높일 필요성이 있다. 효율적인 3차원 배양 시
스템의 확립을 위하여 자궁 내막과 근층 조직 및 조직으로부

터 회수한 세포를 이용하였고, 최적의 배양 조건을 확립하기
위하여 세포의 농도와 gel solution의 조성을 확인하였다. 본
실험 결과, collagen type의 cell matrix를 이용한 3차원 배양
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Table 4. Comparison of cleavage rate according to FBS rate of PZM-3 on porcine embryo development after 168h of in vitro fertilization

Culture types No. of oocytes Cleavage (%)
No. of embryo developed to (%)

2∼8 cell 16 cell-morula Blastocyst

A 179 159 (88.8 ± 4.8) 37 (20.7 ± 4.7) 104 (58.1 ± 4.9) 18 (10.1 ± 1.6)a

B 189 150 (79.4 ± 3.1) 56 (29.6 ± 1.3)  86 (45.5 ± 1.3)  8 (4.2 ± 0.9)bc

C 162 131 (80.9 ± 2.7) 26 (25.3 ± 5.4)  65 (50.6 ± 8.4)  6 (4.9 ± 0.6)b

D 191 166 (86.9 ± 2.4) 71 (37.2 ± 5.1)  93 (48.7 ± 4.6)  2 (1.0 ± 0.6)c

Means ± SEM are presented.
a∼d Values with different super scripts in the same column were significantly different.
A: PZM-3 + 0.3% BSA, B: PZM-3 + 0.3% BSA containing 2.5% FBS, C: PZM-3 + 0.3% BSA containing 5% FBS, D: PZM-3 
+ 0.3% BSA containing 10% FBS, n=3.

Fig. 10. The morphology of porcine endometrial cells in different medium condition of PZM-3 containing FBS (scale bar=300 µm).

시에는 조직보다는 분리된 세포를 이용하는 것이 접합하며, 
일반 세포 배지에 높은 농도의 혈청을 이용할 때 효율적인 3
차원 배양 시스템을 확립할 수 있었다.

Human chorionic gonadotropin(hCG)는 LH와 receptor를 공
유하기 때문에 lutealization을 유도하기 위하여 쥐(Guo 등, 
2011), 돼지(Bołzan 등, 2013), 토끼(Balazi 등, 2012) 및 소

(Zhang 등, 2011) 등 in vitro 연구에 많이 이용하고 있으며, in 
vivo 측면에서는 가축의 발정과 배란을 유도하기 위해 돼지
(Wongkaweewit 등, 2012; Tomás 등, 2013; Misumi 등, 2014) 
및 소(Rostami 등, 2011; Giordano 등, 2012)에서 많이 이용된
다. 황체기화 된 자궁은 황체에서 분비되는 progesterone에 의
하여 자궁 내벽을 두껍게 유지하며, 배아를 인지할 수 있는 상
태를 갖추게 된다(Bazer 등, 2010). 이후 배아는 모체가 임신
을 인지할 수 있도록 물질을 분비하게 되는데, 소의 경우에는
interferon tau(INF-τ)(Shirasuna 등, 2011), 돼지의 경우에는

estrogen(E2)(Bazer, 2013) 등과 같은 물질을 분비하여 자궁 내
막의 염증을 유도한다(Ziecik 등, 2011). 임신 인지 후 모체의
자궁 내막에서는 PG를 생산하여 lutealizaion에 의해 변화된 자
궁 내막을 유지시켜 임신이 지속될 수 있도록 한다(Bazer 등, 
2010; Ziecik 등, 2011). 또한 PAs는 배란(Brännström 등, 2010), 
자궁 상피 세포의 염증 및 세포외 기질 분해 및 수정란 착상

(Grullón 등, 2013; Martinez-Hernandez 등, 2011) 등 다양한
번식학적 현상에 관여하는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연
구에서 3차원 배양된 자궁 내막 세포를 인위적으로 황체기화
시키기 위해 hCG와 IL-1β를 처리하였으며, 착상 시기의 자궁
을 구현하기 위하여 황체기화 된 3차원 배양 시스템에 E2를

처리한 후 PA activity의 변화를 확인하였다. hCG 농도에 따른
uPA의 발현 변화는 유의적 차이는 보이지 않았으며, 농도의
존적으로 발현이 증가하는 경향을 보였고, IL-1β의 처리는 대

조군에 비하여 증가하였지만 농도의존적으로 uPA의 발현이
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Table 5. Comparison of cleavage rate according to different culture condition using established 2.5 % FBS medium on porcine embryo 
development after 168h of in vitro fertilization

Culture types No. of oocytes Cleavage (%)
No. of embryo developed to (%)

2∼8 cell 16 cell-morula Blastocyst

A 176 163 (91.8 ± 2.2)  71 (40.3 ± 7.4) 75 (42.6 ±  9.8) 17 (9.7 ± 1.6)a

B 193 159 (83.6 ± 4.6)  62 (32.1 ± 7.8) 91 (47.2 ± 10.0)  6 (3.1 ± 1.4)b

C 204 176 (80.6 ± 1.2) 102 (48.0 ± 7.6) 74 (32.5 ±  6.9)  0 (0.0 ± 0.0)b

D 181 148 (80.3 ± 4.4) 106 (57.81 ± 1.2) 42 (22.5 ±  7.4)  0 (0.0 ± 0.0)b

Means ± SEM are presented.
a∼d Values with different super scripts in the same column were significantly different.
A: IVC with drop culture, B: IVC with porcine uterine epithelial cells, C: IVC with stromal cells, D: IVC with 3D culture system, 
n=3.

감소하는 것을 확인하였다(Fig. 6).
Kim 등(2011)의 연구에서 황체기 자궁에서 난포기 자궁보다
uPA의 발현이 증가한다는 보고가 있었으며, 이는 hCG를 처
리하였을 때 uPA 발현이 증가하는 것과 일치하였다. 따라서
3차원 배양 시스템의 인위적인 발정 주기 조절이 가능하다는
것을 확인하였다. 착상 시기의 환경을 구현하기 위하여 hCG를
처리하여 황체기화 된 3차원 배양 시스템에 E2를 처리한 결과, 
uPA 발현에는 영향을 미치지 않았지만(Fig. 7) PAs의 활성은
유의적으로 감소(P<0.05)하는 것을 확인하였다(Fig. 8). Cha 
등(2013)의 연구에서 3차원 배양된 자궁 내막 세포는 실제 조
직과 PAs 활성이 차이가 나지 않는다는 것을 보여주며, 이를
통하여 돼지에서 착상 시 PAs의 발현은 변화시키지 않지만, 
PAs의 활성을 억제함으로써 성공적인 착상에 영향을 미치는
것을 예상할 수 있었다.

3차원 배양 시스템에 이용되는 배양액 조성은 일반 체세포
를 배양할 때 사용하는 Modified Eagle Medium(MEM)(Charo- 
enpanich 등, 2011), Dulbecco's MEM(DMEM)(Eiraku와 Sasai, 
2012), medium-199(Rezavand 등, 2013), DMEM: Nutrient 
Mixture F-10(D/F10)(Merrick 등, 2010) 및 DMEM: Nutrient 
Mixture F(D/F12)(Vidi 등, 2013)에 Fetal bovine serum(FBS)
와 같은 혈청을 첨가하여 배양하는 방식을 많이 사용하고 있

다. 하지만 돼지 수정란 배양을 위한 배양액으로는 porcine 
zygote medium-3(PZM-3)(Jia 등, 2014), PZM-5(Mito 등, 2012), 
North Carolina State University-23(NCSU-23)(Hiraga 등, 2013) 
및 NCSU-37(Haraguchi 등, 2014)을 이용한 연구가 주로 이루
어져 있다. 또한 일반적인 체세포 배양 및 3차원 배양 시스템
에서와 다르게 돼지 수정란 배양액에는 주로 Bovine serum 
albumin을 첨가하여 배양하는 방식을 많이 사용하고 있다

(Suzuki and Yoshioka, 2006). 이렇듯 앞서 언급한 돼지 수정
란 배양액을 이용한 체세포 배양 및 3차원 배양 시스템에 대

한 연구도 거의 이루어지지 않았기 때문에, 체외 수정 효율 증
진을 위해 수정란과 체세포 공동 배양 시스템을 확립하기 위

해서는 공동 배양액에 적절한 배양액 조건을 확립할 필요가 있
다. 공동 배양액 조건을 확립하기 위하여 다양한 배양액(Table 
1, 2)를 사용한 결과, D/F-12와 TCM-199가 포함된 배양액에
서 수정란이 분할하는 것은 확인하였지만, 배반포의 형성을 확
인할 수 없었다(Fig. 9). 위 결과를 바탕으로 수정란 배양액은
PZM-3에 FBS를 첨가하여 체외배양을 실시한 결과, 모든 처
리구에서 배반포의 형성을 확인할 수 있었으며(Table 4), 자궁
세포 역시 성장이 가능하지만 FBS를 첨가하지 않은 배양액에
서는 장기간 배양이 불가능한 것을 확인하였다(Fig. 10). 본 실
험을 통하여 수정란과 3차원 배양 시스템의 공동 배양에는 수
정란 배양액에 FBS를 첨가하여 쓰는 것이 적합하다는 것을 확
인하였으며, 확립한 배양액을 이용하여 2, 3차원 배양된 자궁
세포와 공동 배양한 결과, 수정란 단독 배양과 자궁 상피 세
포와의 배양은 배반포의 형성을 확인할 수 있었지만, 간질 세
포와 3차원 배양 시스템과의 공동 배양에서는 확인할 수 없었
다(Table 5). 간질 세포와의 공동 배양에서 분할률은 유의적
차이를 보이지 않았지만, 배반포 형성이 없는 것은 간질 세포
에서 분비되는 미지의 인자 때문으로 생각되며, 3차원 배양 시
스템 역시 많은 간질 세포를 포함하고 있어 수정란의 발달을

저해한 것으로 생각된다.
따라서 3차원 배양 시스템은 자궁 환경을 인공적으로 구현

하여 in vivo와 유사한 생리활성을 구현할 수 있으나, 체외수정
의 효율을 개선하는 데는 많은 문제점을 가지고 있으며, 이를 
개선하기 위해선 앞으로 더 많은 연구가 필요하다.
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